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【研究目的】海洋性珪藻は地球の物質循環に最も大きな影響をもつ生物であり、その CO2応答はこの機能に大き
な揺らぎをもたらす因子である。海洋性珪藻 Phaeodactylum tricornutum の葉緑体に局在する β 型 carbonic 
anhydrase （PtCA1）は、cAMP をセカンドメッセンジャーとして CO2によって転写が制御されている。先行研
究により、ptca1 プロモーター（Pptca1）において CO2応答性シスエレメント（CO2/cAMP responsive element : 
CCRE1－3：5’-TGACGT/C-3’）が決定され、ヒト Activation Transcription Factor 6 (ATF6)のスーパーファミリー
と考えられる P. tricronutum の bZIP 型タンパク質 8 種（PtbZIP1~8）のうち、PtbZIP7 が CCRE へ特異的に結合
することが明らかとなっている。このように P. tricornutum の CO2 応答において cAMP のシグナルが ATF 型転
写因子を介して機能していることが示されているが、その上流シグナル系の詳細は不明である。また、PtbZIP7
以外の PtbZIP1~8 の転写因子としての可能性も不明である。本研究では、CCRE 結合候補因子を網羅し、CCRE 
との結合活性の評価を行った。また、PtbZIP7 については P. tricornutum における局在解析を行い、ptca1 の発現
抑制と PtZIP7 の直接の関連性を調べるために、PtbZIP7 過剰発現体の作製を行った。
【実験方法】CCRE 結合候補因子の PtbZIP1,5 および 8 について大腸菌内で誘導発現させ、可溶化したものを順
次精製し、単一バンド確認できた場合にはゲルシフト解析による CCRE 結合能の評価を行った。また、先行研究
において CCRE 配列を 5 つ並列に並べたプローブに対する結合能が示されている PtbZIP7 を用いたゲルシフ
ト解析においては、内在 Pptca1 配列に基づいたプローブを作製し、結合能の評価を行った。続いて、GFP蛍光を
用いた PtbZIP7 の局在解析を行うため、ptbZIP7::gfp 融合コンストラクトを P. tricornutum 形質転換用ベクター
である pPha-T1 へ挿入し、パーティクルガンによって野生型 P. tricornutum へ導入した。形質転換体を選抜し、大
気環境下(0.038% CO2）および高 CO2環境下（5% CO2）で培養し、蛍光顕微鏡を用いて観察を行った。PtbZIP7
過剰発現体の作製については、pPha-T1 ベクターに ptbZIP7 遺伝子を挿入し、抗 PtbZIP7 抗体を用いたウェスタ
ンブロッティングによって選抜を行った。PtbZIP7 過剰発現体における PtCA1 の発現調節について、RT-PCR お
よび抗 PtCA1 抗体を用いたウェスタンブロッティングにより、転写レベルおよび翻訳レベルでの解析を行っ
た。
【実験結果と考察】PtbZIP1 精製標品を用いたゲルシフト解析によって CCRE 結合能を評価したところ、PtbZIP1
の濃度に比例してバンドのシフトアップが見られたが、特異的および非特異的コンペティターの両方によって
結合が阻害されたため、PtbZIP1 の CCRE への結合は配列特異的でないと考えられた。なお、PtbZIP5 および
PtbZIP8 については、大腸菌内での可溶化に成功したが、精製によって単一バンドを得ることができなかった。
続いて PtbZIP7 の、内在 Pptca1 配列に基づくプローブに対する結合特性をゲルシフト解析によって評価した結
果、Pptca1 への特異的な結合を確認することができた。また、PtbZIP7:GFP 融合タンパク質は、細胞外の CO2濃
度にかかわらず、常に核に局在することが明らかとなった。PtbZIP7 過剰発現体における PtCA1 の発現調節は、
転写レベル・翻訳レベルにおいて、野生型と比較して特に大きな影響を受けなかった。以上の結果から 、
PtbZIP7 は P. tricornutum の核内で転写因子として働くが、その活性はタンパク自体の量ではなく、CO2/cAMP シ
グナルを反映した翻訳後の修飾（リン酸化・脱リン酸化など）により厳密に制御されていることが強く示唆
された。
